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小鼠四倍体早期胚胎基因组甲基化模式 

员新旭 1 , 冯书堂 1, 潘登科 1, 窦红伟 1, 2 , 牟玉莲 1 , 李奎 1 

1. 中国农业科学院北京畜牧兽医研究所, 畜禽遗传资源与利用农业部重点开放实验室, 北京 100193;  
2. 甘肃农业大学动物医学院产科室, 兰州 730070 

摘要: 利用小鼠抗 5-甲基胞嘧啶(5MeC)单克隆抗体检测了体外培养小鼠四倍体早期胚胎的基因组甲基化模

式。结果表明: 利用电融合方法制备的小鼠四倍体胚胎在体外培养体系中经历细胞质融合、细胞核融合及细胞

继续分裂发育直到囊胚期的过程, 在细胞质融合的时候胚胎卵裂球同体内体外培养二倍体胚胎一样, 呈现高度

甲基化状态; 在细胞核开始融合的时候, 甲基化水平急速下降, 在细胞核完全融合的时候甲基化水平达到最低

点; 随着胚胎继续分裂, 胚胎甲基化水平逐渐增加, 在桑葚胚期甲基化水平最高; 但是囊胚期四倍体胚胎内细

胞团同滋养层细胞甲基化荧光信号没有差别, 这与体内体外培养二倍体囊胚内细胞团细胞甲基化荧光强度高

于滋养层细胞甲基化荧光强度不同。因此, 小鼠体外培养四倍体胚胎的甲基化模式是不正常的, 这可能是四倍

体小鼠难以发育到妊娠足月的原因之一。这是对小鼠四倍体早期胚胎基因组甲基化模式的首次报道。 
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DNA methylation patterns of mouse tetraploid embryos 
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Abstract: In the present study, the DNA methylation patterns of in vitro-derived mouse tetraploid embryos were investi-
gated by immunofluorescence staining with an antibody against 5-methylcytosine (5MeC). Tetraploid embryos could be 
produced by electrofusion at the stage of two-cell embryos, which could develop to blastocysts followed by fusion of cyto-
plasm and nucleus and cleavage in vitro. During the fusion of cytoplasm, the DNA methylation levels of the fused embryos 
are as high as these of two-cell diploid embryos in vivo Then the embryos are rapidly demethylated when the nucleus begin 
to fuse, resulting in the lowest DNA methylation levels when the nucleus are fused completely. After that, the DNA methy-
lation levels of the fused embryos are gradually increased until the morula stage. However, whereas an asymmetric distribu-
tion of DNA methylation is established in vivo-derived blastocysts with a higher methylation level in the inner cell mass 
(ICM) than that in the trophectoderm, we can not detect the asymmetric distribution in most in vitro-derived tetraploid 
blastocysts. So the DNA methylation patterns of mouse tetraploid embryos are aberrant, which may lead to subsequent de-
velopmental failure and embryo death. This is the first report on the methylation patterns of in vitro-derived mouse 
tetraploid embryos. 
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多倍体发育现象在低等动物 , 尤其是在两栖
类、爬行类、鱼类等无脊椎动物中普遍存在, 而在
哺乳动物中, 多倍体往往发育到胚胎早期就死亡了, 
因此在自然界中很少存活[1]。人工制作多倍体的方

法在植物界广泛应用 , 并且创造出了许多新品种 , 
而利用人工制作多倍体哺乳动物来试图创造新品种

的研究却举步维艰。1973 年, Snow等[2]用细胞松弛

素B制作小鼠四倍体胚胎并移植成功获得 3 个四倍
体小鼠, 但以后再没有人重复出来他的结果。因此, 
人工诱导获得的四倍体胚胎能否发育到妊娠足月仍

然具有争议。但是, 在自然界中却存在能够正常发
育的四倍体哺乳动物红维士卡奇鼠(Tympanoctomys 
barrerae) (4n = 102)[3]。如果通过改进技术能够使哺

乳动物四倍体胚胎发育并完成妊娠, 甚至成活出生
对培育哺乳动物新品种具有重要的意义。科学家对

哺乳动物四倍体胚胎发育能力进行了大量的研究 , 
四倍体早期胚胎细胞染色体核型不正常、囊胚细胞

数少、细胞相对较大被认为是影响其正常发育的原

因[4, 5], 但确切的机制仍然不清楚。当四倍体胚胎细
胞与一定数量的二倍体胚胎细胞进行嵌合的时候 , 
四倍体胚胎细胞表现出向胚外组织发育的倾向性分

布的特点[6], 具体原因需要进一步研究。因此, 有关
哺乳动物多倍体发育能力的研究仍然具有很大的研

究空间。 

DNA甲基化是哺乳动物一种重要的表观遗传修
饰 , 主要发生在基因组CG二核苷酸的胞嘧啶上。
DNA甲基化与基因的转录抑制有关, 参与调节基因
的组织特异性表达、X染色体失活、基因印迹和染色
质结构等生物功能[7~9]。小鼠正常早期胚胎在着床前

有着特殊的基因组甲基化变化模式, 在小鼠合子中, 
父本基因组在受精后不久就发生快速的主动去甲基

化过程[10,
 
11], 而母本基因组则在随后的卵裂过程中

经历逐渐的依赖与DNA复制的被动去甲基  化[12]。

这种DNA去甲基化变化一直持续到桑葚胚时期, 到
囊胚期的时候开始出现内细胞团高度甲基化而滋养

层低甲基化的差异分布现象。研究表明, 早期胚胎
异常的DNA甲基化模式可能是导致早期胚胎不能正
常发育的原因之一[13,

 
14]。哺乳动物四倍体早期胚胎

不能正常发育可能与其DNA甲基化模式有很大关系, 
目前还没有有关小鼠四倍体早期胚胎DNA甲基化方
面的报道。因此, 我们利用抗 5-甲基胞嘧啶抗体对

小鼠四倍体附植前早期胚胎的甲基化模式进行了检

测, 得到了一些新的发现。这些发现对进一步研究
和理解基因组甲基化在细胞融合和四倍体胚胎发育

过程中的作用有一定的意义。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

8~12周龄 ICR小鼠购自北京维通利华实验动物
技术有限公司。小鼠饲养环境温度 25℃, 相对湿度
50%~60%, 光照 14 h/d, 自由采食、饮水。 

1.2  方法 

1.2.1  2-细胞期胚胎的收集 

实验采用超数排卵收集小鼠 2-细胞期胚胎。选
择处于间情期雌鼠于 17: 00腹腔注射 10 IU孕马血
清促性腺激素 (PMSG, 浙江省宁波激素有限公司 ), 
46~48 h 后腹腔注射人绒毛膜促性腺激素(hCG,浙江
省宁波激素有限公司)并与同系繁殖性能良好的雄
鼠 1:1合笼, 次日早上 8:00检查阴栓, 有阴栓的雌鼠
假定为受孕。注射 hCG 46~48 h后颈椎脱臼法处死
有阴栓小鼠, 在解剖显微镜下从输卵管内用 M2 冲
胚液冲出 2-细胞期胚胎, 洗涤 2~3 次后放入盖有石
蜡油的 M2微滴中备用。 

1.2.2  制备小鼠四倍体胚胎 

采用电融合的方法生产四倍体胚胎。将 2-细胞
期胚胎用融合液(0.25 mol/L Mannitol + 0.1 mmol/L 

CaCl2⋅2H2O + 0.1 mmol/L MgCl2⋅6H2O)洗涤 3次并平
衡 3~5 min后移入加好 100 μL融合液的电融合槽两
极, 用细拨针调整胚胎分裂球位置, 使两分裂球接
触面与融合槽两极平行。使用融合电压 100 V/mm, 
脉冲时程 30 μs, 脉冲次数 2次, 电击融合胚胎。处
理后的胚胎在培养液中洗涤 2~3 次, 移入覆盖有石
蜡油的 KSOM培养液微滴中培养, 2 h后观察融合胚
胎, 弃除未融合的胚胎, 融合后的胚胎将在 24 h 左
右发育到 4-细胞期。  

1.2.3  基因组甲基化检测 

实验采用免疫组织化学的方法检测胚胎基因组

甲基化模式。分别收集处于发育不同阶段的早期四

倍体胚胎 , 参照文献[13]对胚胎进行固定和免疫荧
光染色。从培养液中吸出早期胚胎, 在 PBS 中洗涤
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2~3次, 然后用 0.5% 链酶蛋白酶溶液去除胚胎透明
带并在含有 0.1% PVA 的 PBS 中洗涤 2~3 次, 转移
到 4% 多聚甲醛中 4℃固定 1~7 d。固定好的胚胎用
含有 0.1% PVA的 PBS液中洗涤 3次, 每次 10 min,
接着在 1% TritonX-100中室温通透 30 min。在含有
0.1% PVA 的 PBS 液中洗涤 3 次, 每次 10 min, 在   
2 mol/L的 HCl中室温处理 30 min。继续在含有 0.1% 
PVA的 PBS液中洗涤 3次, 每次 10 min, 转移到 2% 
BSA的 PBS中封闭 2 h。然后把胚胎放入 1︰500稀
释的抗 5-甲基胞嘧啶抗体(Epigentek Group Inc)中 
37℃孵育 2 h, 充分洗涤后转移到 1︰2000 稀释的
FITC 偶联的抗小鼠二抗(博奥森生物科技有限公司)
中 37℃孵育 1.5 h。在含有 0.1% PVA的 PBS液中洗
涤 3 次, 每次 10 min 后, 胚胎转移到 10 μg/mL 的
PI (propidium didide)中染色 10 min, 充分洗涤后固
定在载玻片上进行观察。 

1.2.4  免疫荧光观察 

实验使用激光共聚焦显微镜(Confocol, ZEISS 
LSM510)下对胚胎染色进行观察 , 激发光波长为
488 nm(FITC)和 568 nm(PI), 在相同参数下捕获的
图像进行分析。 

1.2.5 荧光相对定量分析 

利用软件 ImageJ 1.37V 对捕获的图像进行分
析。首先对图片进行去除背景色处理, 手工圈定每
个卵裂球核区范围, 并用软件对总荧光强度进行测
定。在囊胚的图片中, 随机选取内细胞团与滋养层
单个细胞进行测量。对荧光定量分析获得的数据进

行 t检验。 

2  结果与分析 

2.1  融合过程中胚胎基因组甲基化模式 

50 V 融合电压作用后 , 小鼠 2-细胞胚胎在

KSOM 培养液中 30 min 之内两个卵裂球开始融合, 
但融合的只是细胞质。经过 60 min左右, 2-细胞融合
成一个细胞, 此时细胞核开始融合。再经过 60 min
左右, 细胞核基本完全融合。2 h时候, 融合后的胚
胎开始继续分裂(图 1, A~D)。实验过程中, 选择细胞
质融合时的胚胎、细胞核开始融合时的胚胎、细胞

核正在融合的胚胎、细胞核完全融合的胚胎进行抗

5-甲基胞嘧啶抗体染色。结果发现, 细胞质刚开始融
合的胚胎荧光信号非常的强, 类似与体内 2-细胞胚
胎和只经过电击而没有融合的胚胎甲基化荧光信号

(图 2, A); 融合成一个细胞时胚胎荧光信号开始减
弱, 细胞核即将融合的胚胎荧光信号更弱, 到细胞
核完全融合的时候, 荧光信号最弱(图 2, B~D)。这说
明融合过程中胚胎的两个细胞核基因组甲基化模式

经历着快速的去甲基化过程。 

2.2  卵裂期胚胎基因组甲基化模式 

细胞质与细胞核完全融合的四倍体胚胎继续发

育, 到 4-细胞后期开始致密化, 相当与体内二倍体
胚胎 8-细胞后期。取发育不同阶段胚胎进行甲基化
检测发现, 四倍体早期胚胎发育过程中的甲基化模
式跟体内二倍体甲基化模式(图 3, A~D)有很大的差
异。随着胚胎发育, 体内不同阶段早期胚胎卵裂球
基因组甲基化水平在 8-细胞与桑葚胚明显降低, 不
同阶段的四倍体胚胎卵裂球信号逐渐增强, 到桑葚
期胚胎信号最强(图 3, F~I)。2-细胞期四倍体胚胎比
融合的 1-细胞期四倍体胚胎甲基化信号强一些, 但
比体内与体外培养二倍体 2-细胞、4-细胞期胚胎荧
光信号弱的多。为了避免视觉造成的误差, 对早期
发育不同时期早期胚胎进行荧光相对定量分析(图
4), 得出了相同的结论。 

2.3  囊胚期胚胎基因组甲基化模式 

分别对体内体外培养二倍体、体外培养四倍体

囊胚进行抗 5-甲基胞嘧啶抗体免疫荧光染色, 我们 
 

 
图 1  小鼠体内 2-细胞胚胎融合及分裂过程 
A: 体内 2-细胞胚胎; B: 细胞质融合胚胎; C: 细胞核融合胚胎; D: 开始和已经卵裂胚胎。标准比例尺: 100 μm。 
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图 2  小鼠胚胎细胞融合过程中甲基化模式 
A~E为不同阶段胚胎 5MeC染色(绿色)。A: 没有融合时胚胎; B: 细胞质融合时胚胎; C: 细胞核开始融合时胚胎; D: 细胞核正在融合
时胚胎; E: 细胞核完全融合时胚胎。A~e是 PI染色(红色), 表示 A、B、C、D、E阶段的细胞核。标准比例尺为 20 μm。 

 

 
图 3  小鼠体内二倍体和体外四倍体卵裂期与囊胚期胚胎基因组甲基化模式 
A~E为小鼠体内二倍体胚胎不同时期 5MeC染色(绿色)。A: 2-细胞二倍体胚胎; B: 4-细胞二倍体胚胎; C: 8-细胞二倍体胚胎; D: 桑葚
期二倍体胚胎; E: 囊胚期二倍体胚胎。F~J为体外四倍体胚胎不同时期 5MeC染色(绿色)。F: 1-细胞期四倍体胚胎; G: 2-细胞期四倍
体胚胎; H: 4-细胞期四倍体胚胎; I: 桑葚期四倍体胚胎; J: 囊胚期四倍体胚胎; a、b、c、d、e、f、g、h、i、j是 PI染色(红色), 分别
表示 A、B、C、D、E、F、G、H、I、J时期的细胞核。标准比例尺为 20 μm。 
 
发现, 体内体外培养二倍体囊胚同体外培养四倍体
囊胚平均甲基化荧光强度没有差别, 但体内体外培
养二倍体囊胚内细胞团(ICM)细胞比滋养层(TE)细

胞甲基化荧光信号强(图 3, E), 而四倍体囊胚内细
胞团同滋养层细胞甲基化荧光信号没有差别   
(图 3, J)。 
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图 4  小鼠体内二倍体(A)与体外四倍体(B)早期胚胎基因组甲基化荧光相对定量 
每个柱子代表不同发育阶段胚胎卵裂球基因组甲基化荧光相对强度; 囊胚期单独分出内细胞团(ICM)和滋养层(TE)进行定量;＃代表
与这一时期以前各时期比较极其显著(P< 0.05); 柱子上数字代表胚胎数量。 
 

3  讨 论 

利用抗 5-甲基胞嘧啶抗体检测早期胚胎基因组
甲基化是一种特异性非常强的有效而简便的免疫组

织化学方法。利用这一成熟的方法, 不同实验室得
出了相同的结论, 即小鼠卵母细胞受精不久, 雄原
核即开始发生主动去甲基化[10, 11], 在利用抗 5-甲基
胞嘧啶抗体检测时, 雌原核荧光强度很亮而几乎看
不到雄原核的荧光。利用电融合的方法来制作四倍

体胚胎时, 瞬间的电流使细胞膜发生可逆性的电穿
孔, 细胞膜相互融合并诱导细胞质融合, 最终细胞
核融合(图 1, A~D)。这种方法获得的胚胎, 几乎 90%
的囊胚为四倍体胚胎, 所以用这种方法获得四倍体
胚胎做为实验材料是可靠的[1]。对不同阶段的电融

合胚胎进行基因组甲基化检测, 我们惊奇的发现, 2-
细胞期胚胎的两个卵裂球在融合过程中细胞核发生

了逐步的去甲基化, 在细胞核完全融合的时候, 几
乎观测不到甲基化荧光信号(图 2, A~D)。这与受精
不久雄原核发生主动去甲基化的现象不谋而和, 不
同的是, 卵裂球融合后两个细胞核同时发生去甲基
化并达到最低水平而受精卵只有雄原核去甲基化而

两个原核融合后甲基化程度仍然很高。这可能是电

融合使胚胎发生了这种不正常的DNA甲基化变化 , 
通过设计实验, 使胚胎在融合的时候, 两个分裂球
接触面与融合槽的两极垂直, 卵裂球只接受电激而
不融合, 通过检测发现两个卵裂球细胞核甲基化程
度并没有发生变化 , 从而排除了电融合的影响因
素。可以推测, 2-细胞期二倍体胚胎细胞在融合的过
程中发生了我们还不能解释的化学反应, 这种反应
导致了细胞核逐步的去甲基化。在小鼠合子中, 受
精后不久雄原核就发生主动的去甲基化现象至今我

们不能解释其中的原因。我们推测也许是雌雄原核

融合过程中雄原核为适应新的环境作出的有效反应, 
而 2-细胞期二倍体胚胎经过电融合的细胞核也许为
了相互适应新的环境做出了同样的反应。另外, 大鼠、
牛、猪等动物[15]发生了同小鼠雄原核一样的主动去甲

基化过程, 但在兔子、绵羊、人等动物[16, 17]的雄原核

并没有发生主动的基因组去甲基化, 这种由于物种不
同而出现的差异需要我们进行深入的研究。 

随着胚胎细胞的卵裂, 小鼠母源基因组经历被
动的依赖DNA复制的逐渐去甲基化过程, 发育到 8-
细胞和桑葚胚的时候甲基化信号已经很低(图 3: C, D), 
本实验结果同前人做的结果一样[10]。不同的是四倍

体胚胎细胞的DNA甲基化水平随着卵裂逐渐增加 , 
到桑葚胚阶段达到最高。这种DNA甲基化水平逐渐
增加的现象可能是四倍体胚胎染色体加倍效应造成

的。更加明确的原因需要进一步验证。 
当小鼠二倍体胚胎发育到囊胚的时候, 体内囊

胚出现了差异甲基化分布, 即滋养层细胞比内细胞
团细胞甲基化水平低的现象, 这种现象被认为与后
期胚胎不同胚层发育有关[15, 16]。而小鼠四倍体囊胚

滋养层细胞同内细胞团细胞没有出现这种差异甲基

化分布现象。研究者使用同样的免疫组化方法发现

人和兔子囊胚内细胞团也出现了差异甲基化分布现

象, 与小鼠不同是人和兔子滋养层细胞比内细胞团
细胞DNA甲基化水平高, 把这种矛盾解释为不同物
种之间的差异[17, 18]。小鼠四倍体囊胚同二倍体囊胚

甲基化模式具有很大差异, 我们认为, 可能是四倍体
囊胚细胞团细胞太少, 染色过程很难区分滋养层细胞
和内细胞团细胞的缘故, 也可能与四倍体胚胎细胞具
有向胚外组织发育的倾向性分布的特点有关。 
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有研究显示, 体外培养可能造成小鼠早期胚胎基
因组甲基化缺陷[17]。本实验通过检测体外培养小鼠二

倍体早期胚胎, 发现其DNA甲基化模式同体内胚胎
DNA甲基化模式并没有差异, 说明并非是体外培养体
系造成的小鼠四倍体早期胚胎这种特异甲基化模式。 

2004 年孤雌小鼠的诞生 [19]不仅打破了哺乳动

物单性不能发育的定论, 同时也证明了保持正常印
迹状态对哺乳动物胚胎发育的重要性。受此启发 , 
小鼠四倍体不能正常发育到妊娠足月可能也与四倍

体早期胚胎的印迹状态有关。本实验室通过实时定

量PCR在四倍体囊胚中没有检测到印迹基因H19 的
表达(未发表)。由于早期胚胎DNA甲基化在维持早
期胚胎印迹状态发挥着重要的作用[11, 20, 21], 所以从
四倍体胚胎基因组甲基化的角度进行了研究, 发现
其甲基化模式同正常胚胎发育存在很大差异。这种

异常的甲基化模式可能是造成四倍体胚胎不能发育

到妊娠足月的原因之一。以前文献没有对小鼠四倍

体早期胚胎特殊的甲基模式进行过报道。 
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